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論文内 容の要 t::. Eヨ
心筋型電子伝達系におけるチトクロム酸化酵素の生物学的意義は充分明らかにされているが，その
構成成分及び作用機作に関してはいまだ不明な点が多々ある。本論文は奥貫らの方法で精製した牛心
筋チトクロム a 標品(以下チトクロム酸化酵素と記す)の属性を種々検討したものである。当酵素標
品は 4 量体(へム a を基準にする。へム a vt りの分子量は10--12万)として存在するが，表面活性剤
の作用で 2 量休に解離する時にのみ酵素活性の増大がみられ， 2 量休が更に分解する際には必須成分
として合まれている銅の遊離，その ESR スペクトルの変化，急激な酵素活性の失活などが起り，酵
素活性を持った単量休の分離はできなかった。スペクトル的には 2 量休と 4 量体は同ーと考えられる
が， しかし 2 量休は PCMS の作用を容易に受けて分解するので PCMS による酵来活性の阻吉はこ
の状態で起るものと思われる。これらの結果よりチトクロム酸化酵素の機能単位は 2 量休であること
が確かめられた。
ヨ酵素標品は還元され易いへム成分と還元され難いへム成分を合むが，アノレカリ性条件下 (pH 9.3 
-9.5) ではこの区別が更に顕著になり一酸化炭素は後者のみと反応する乙とが容易に確かめられた。
しかしサクシニノレ化した酵素標品ではこの様な還元性の難易はみられなかった。 このブj法を利用し
て，銅に FÞl来すると考えられている 830mμ 吸収帯の挙動を調べると速やかに還元される成分と同程
度の速さで還元されるので，この吸収帯はヒ述の還元され難い成分とは無関係と思われる。
液体水素渦度 (20 0K) で当酵素の ESR 測定を行うと 2 種類の低スピンへム a(gx=1. 55, gy= 2.0 , 
gz=3.01 及び gx= 1. 88， gy=2.26, gz=2.54) が検出され高スピンヘム a の合量は僅かであった(械
化率の測定より g=6.0 と g=4.3 を示すへム a を合わせて 16-20%)。この測定においても還元さ
れ易い成分 (gz=3.01 を示す)と還元され難い成分 (gy=2.26 を示す)の区別が可能で後者はシア
ンイオンと容易に反応した， エーレンペリー及び米谷はチトクロム角成分のへム a は常温では高ス
? ??
ピン状態を，低渦(-200 oC 程度)では低スピン状態をとることを示唆したが -196 0C_OOC までの
磁化率の測定結果からは両スピン聞の熱的平衡は認められず， 彼らのいう a3 成分も常温で低スピン
状態をとるものと考えられる。ただ，ファン・ジェノレダらは不完全に還元されたチトクロム酸化酵素
において高スピンへム a の ESR シクーナノレ (g=6.0) を得ているので， a3 成分にスピン状態の変化が
起るとすれば，それは熱的平衡によるのではなく，酸化還元に伴う酵素分子の構造変化と密接な関連
があると，思われる。以上の結果よりチトクロム酸化酵素標品中には反応性及び配位子の異なる低スピ
ンへム a が含まれている事が知られた。
しかし当酵素の酸素化型(一旦還元した酵素を酸素と反応させた時得られる)では吸収スペクトノレ
上及び動力学的にも両成分は医別され難い。酸素化型酵素の ESR 測定をすると，大部分の銅と， 40 
-50%の早く還元される成分のへム a (gz=3.01 を示す)が酸化状態で検出され，この結果より銅は
後者よりも容易に空気酸化されることが知られた。又，この結果は 830mμ の吸収布:の挙動と一致す
るので，乙の吸収，市は 2 価の銅錯化合物に由来するものといえよう。当酸化酵素の反応機構にどのよ
うにこの銅錯化合物が役立つかなどの興味深い諸問題は今後の研究にまちたい。
論文の審査結果の要旨
ウシ心筋チトクロム(以下 Cyt) 酸化酵素の機能単位に関する研究と題する都築君の論文は， Cyt c 
と協力して細胞呼吸の末端酸化酵素活性をあらわす Cyt a の解離会合， 活性と ESR スペクトノレ担.IJ
定とを比較研究した成績に係るものである。
高純度 Cyt a 原品はエマソ、、ーノレをふくむ緩衝液中では沈降定数 22-23S の四量体として存在する
乙とおよび適当なドデシル硫酸塩サ (SDS) 処理によって酵素活性を 2-3 倍に増大することが知られ
ている。 SDS 処理を強く施すと煎糖密度勾配法で遠心分離すると 16-17S と 6-7S の区分に分れ，
前者にのみ酵素活性が認められる，おそらく問量体が本処理で二量体に，さらに単量体から subunit に
まで解離するものと推定される。 Cyt 酸化酵素活性の機能単位が二量体であることを再確認した後，
SDS 処理による二量体生成に伴って，活性に必須な銅の結合様式の変化や ESR スペクトノレの変化な
どを精査し，つぎの結果を得た。
Cyt a 標品中には還元され易いへム a 成分と還元されにくいへム a 成分がふくまれているが，一酸
化炭素は後者と反応することが確められた。 Cyt a は 830mμ に 2 価の銅に由来すると考えられてい
る吸収帯を示すが， これはすみやかに還元されるへム a 成分をもっ区分と推定され， CO 結合性区分
と無関係であることが知られた。さらに，銅の ESR シグナノレは小さくなり，逆にへム a のシグナノレ
は大きくなる液体水素温度 (20 0K) では低スピンヘム a の検出が容易になるので， この低温度で
Cyt a 標品の ESR スペクトノレを測定したところ， 2 種類の低スピンヘム a(gx= 1. 55， gy=2.0, gz= 
3.01 および gx=1. 88, gy= 2.66, gz= 2.54) が検出され，配位子との反応性から ， gz=3.01 のへム a
成分をもつものが還元されやすい区分で， gz=2.54 を示すものが還元されにくい区分であることが
知られた。また一方， Cyt a を還元した後酸素と反応させると酸素化 Cyt a となるが，この場合に
も 830mμ の吸収帯は観察されるから，銅は 2 価であると推定できる。さらに酸素化型 Cyt a の ESR
円i? ?
スペクト Jレを測定してみると大部分の銅と約50%の還元されやすいへム a をもっ区分 (gz=3.01) が
酸化状態で検出され，還元されにくいへム a をもっ区分 (gz=2.54) のシグナノレは消えているので還
元状態にあると推定される。 すなわち，還元型 Cyt a に O2 が結合すると (2 または) 3 個の電子
が O2 ìこ受容されるが，最後の電子 1 個が供与されないため，酸素化型として観察され，酸化型にな
りきれないと解釈できる成績が得られた。
以上要するに， 都築君の論文は Cyt 酸化酵素の作用機構に重要な知見寄与を成したものであるか
ら，参考論文の成績とあわせ考え，理学博士の学位論文として十分の価値あるものと認める。
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